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Systeme d'amplification en chaine par polymerase de sequences 
nucleiques cibles. 

La presente invention concerne le domaine de la genetique. 

Plus precisement, la presente invention concerne un systeme 
d'amplification en chaine par polymerase de sequences nucleiques cibles et un 
dispositif pour la mise en oeuvre dudit procede. 

La presente invention trouve de nombreuses applications, notarnment dans 
le cadre des procedes de diagnostic bases sur la detection des acides nucleiques. 

De tels procedes de diagnostic bases sur les acides nucleiques, bien que 
faisant quasi systematiquement intervenir une reaction d'hybridation moleculaire 
entre une sequence nucleique cible et une ou plusieurs sequences nucleiques 
complementaires de ladite sequence cible, presentent de nombreuses variantes 
comme les techniques connues de fhomme de metier sous les expressions 
"techniques de transfert (blot, dot blot, Southern blot, Restriction Fragment Length 
Polymorphism, etc.)", ou encore comme les systemes miniaturises sur lesquels 
sont prefixees les sequences complementaires des sequences cibles ("biopuces"). 
Dans le cadre de ces techniques, les sequences nucleiques complementaires sont 
generalement appelees sondes. Une autre variante, qui peut constituer en soit la 
base d'un procede de diagnostic ou n'etre qu'une etape d'une autre variante (afin 
notarnment d'augmenter la concentration de la sequence cible et done la sensibilite 
du diagnostic) est l'Amplification en Chaine par Polymerase (ACP). Dans le cadre 
de cette derniere technique, tres utilisee dans les laboratoires, les sequences 
nucleiques complementaires des sequences cibles sont appelees amorces. 

Les amplifications en chaine par polymerase (ACP) impliquent une repetition 
de cycles, dont le nombre varie generalement de 20 a 50, et qui sont composes 
chacun de trois phases successives, a savoir ; denaturation, hybridation, elongation. 
Respectivement, la premiere phase correspond a la transformation des acides 
nucleiques double brin (bicatenaires) en acides nucleiques monobrin 
(monocatenaire), la seconde phase a l'hybridation moleculaire entre la sequence 
cible et les amorces complementaires de ladite sequence, et la troisieme phase a 



f elongation des amorces complements res et hybridees a la sequence cible par une 
ADN polymerase. Ces phases sont menees a des temperatures specifiques : 
generalement 94°C pour la denaturation, 72°C pour 1'elongation, et entre 30°C et 
65°C pour T hybridation selon la temperature d' hybridation (Tm) des amorces 
utilisees. Generalement les ACP impliquent des volumes reactionnels allant de 2 a 
50/d et sont effectuees dans des tubes, des microtubes, des capillaires ou des 
systemes connus de Phomme de Tart sous le terme « microplaques » (en fait des 
ensembles de micro tubes solidarises). Chaque lot de tubes ou de contenants 
equivalents doit done etre successivement porte a ces trois temperatures, et ce 
autant de fois que de cycles desires. 

L'utilisation de tubes ou de systemes s'y approchant oblige I'utilisateur a 
effectuer de multiples manipulations pour preparer autant de tubes et de solutions 
(connues de l'homme de Tart sous Pexpression "mix PCR") que de sequences 
cibles qu'il souhaite amplifier meme a* partir d'un echantillon unique d'acides 
nucleiques, a P exception des procedes d'amplification "multiplex", qui permettent 
1' amplification de plusieurs sequences cibles simultanement dans le meme 
contenant soit par l'utilisation d'amorces dites peu specifiques qui peuvent 
s'hybrider avec plusieurs sequences cibles comme par exemple la technique 
RAPD- Random Amplified Polymorphism DNA, soit par P utilisation d'amorces 
specifiques mais en nombre plus important, chaque couple d 1 amorces utilise 
permettant p amplification d'une sequence cible. Ces amplifications multiplex 
correspondent a des cas particuliers et ne sont pas la norme. De surcroit elles ne 
garantissent pas P absence d' interactions d'une reaction d' amplification sur une 
autre, et pour des raisons notamment de possibles hybridations entre les amorces, 
ne peuvent qu'etre tres limitees dans le nombre de sequences cibles amplifiees par 
contenant. 

Ces differentes manipulations impliquent de nombreux inconvenients. 

En premier lieu, elles sont consommatrices de temps. En second lieu, elles ne 
sont pas sans risques du point de vue des eventuelles contaminations d'un tube a 
Pautre ou depuis Penvironnement exterieur (poussiere, bacterie ou tout autre 



contaminant susceptible de contenir des molecules d'acides nucleiques). De plus, 
elles n'assurent pas une homogeneite de volume et de concentration en reactifs d'un 
tube a r autre. Enfin, elles imposent V utilisation de volumes manipulates 
manuellement, generalement superieurs a 1/d, ce qui a une incidence sur les couts lies 
a la realisation des ACP, les reactifs utilises etant chers. 

L'utilisation de dispositifs con^us pour automatiser au moins partiellement 
de telles manipulations permet de pallier certains de ces inconvenients. Toutefois, de 
tels automates sont relativement chers et leur utilisation ne se trouve done 
generalement economiquement justifiee que dans le cas des ACP en grandes series, 
par exemple pour le sequen§age des genomes. 

II existe done aujourd'hui un besoin pour un systeme d' amplification en 
chaine par polymerase qui ne presente pas les inconvenients cites ci-dessus de l'etat 
de la technique. 

L'objectif de la presente invention est de proposer un tel systeme qui 
permette de diminuer considerablement le nombre de manipulations necessaires a la 
mise en oeuvre de l'ACP sur une pluralite de sequences cibles et, en consequence, de 
diminuer le temps necessaire a cette operation. 

Un autre objectif de la presente invention est de proposer un tel systeme qui 
minimise les risques de contamination d'un contenant a l'autre. 

Un autre objectif de la presente invention est de proposer un tel systeme qui 
reduise les volumes de reactifs mis en jeu et done les couts. 

Un autre objectif de la presente invention est de proposer un tel systeme qui 
optimise une repartition homogene en volume et en concentration des reactifs 
necessaires a l'ACP dans les contenants. 

Ces differents objectifs sont atteints grace a 1' invention qui concerne tout 
systeme d'amplification en chaine par polymerase de sequences nucleiques cibles 
caracterise en ce qu'il comprend : 

au moins une plaque presentant une pluralite de chambres 
reactionnelles ; et, 



au moins une platine de chauffage presentant trois zones distinctes 
pouvant etre portees a trois temperatures differentes, correspondant aux trois phases 
des cycles d'arnplification en chalne par polymerase (ACP). 

Un tel systeme selon l'invention est moins complexe que les systemes de Tart 
anterieur, dans la mesure ou les trois temperatures necessaires aux cycles de l'ACP 
sont assurees par trois zones distinctes de temperatures constantes et non par une 
platine dont on doit faire varier la temperature. 

U pourra etre envisage differentes variantes du systeme. Selon une variante 
preferentielle de l'invention, le systeme comprend : 

- au moins une plaque presentant au moins un reservoir destine a recevoir un 
fluide compose de fechantillon d'acides nucleiques a analyser et des reactifs 
necessaires a une reaction d'arnplification en chalne a fexception des amorces, une 
pluralite de chambres reactionnelles dans lesquelles sont pre-reparties des amorces 
specifiques de sequences cibles a amplifier, et des canaux reliant ledit reservoir 
auxdites chambres reactionnelles ; 

au moins une platine de chauffage presentant trois zones distinctes 
pouvant etre portees a trois temperatures differentes correspondant aux trois 
phases des cycles d'ACP; 

des moyens de deplacement relatifs entre ladite plaque et ladite 

platine. 

Selon cette variante preferentielle, il est possible de distribuer, a partir d'un 
reservoir, un fluide contenant un echantillon d'acides nucleiques a analyser et les 
reactifs necessaires a l'ACP dans une pluralite de chambres reactionnelles contenant 
des amorces specifiques de sequences cibles d'acides nucleiques a amplifier, et a 
autoriser le processus d'arnplification en soumettant le contenu des chambres 
successivement a trois temperatures distinctes (a savoir celles necessaires a la 
denaturation, 1' hybridation et 1' elongation) une multitude de fois grace a un 
mouvement relatif entre la plaque incluant lesdites chambres reactionnelles et ladite 
platine de chauffage presentant trois zones distinctes pouvant etre portees a trois 
temperature differentes. 

Le systeme selon cette variante preferentielle presente l'avantage d 'autoriser 

un remplissage concomitant de toute les chambres reactionnelles, ce qui diminue le 



temps de preparation et les risques de contamination d'une chambre a l'autre. Le 
systeme selon cette variante preferentielle presente egalement Favantage de pouvoir 
etre miniaturise et d'impliquer 1'utilisation de volumes de reactifs plus faibles que 
dans Fetat de la technique. Enfin on notera aussi que, grace a la platine de 
chauffage specifique qu'elle preconise, Finvention permet d'accelerer les cycles 
d'ACP, puisqu'il n'est pas necessaire pour effectuer les differentes phases 
(denaturation, hybridation, elongation) de faire varier la temperature de la platine 
chauffante ou de F atmosphere comme dans Fetat de la technique, le mouvement 
relatif entre la plaque et la platine permettant de soumettre rapidement et 
successivement le contenu de chacune des chambres reactionnelles a trois 
temperatures distinctes dediees a chacune de ces phases. 

On notera que la plaque du systeme selon F invention pourra presenter de 
multiples formes. Toutefois, selon une variante preferentielle de Finvention cette 
plaque presente une forme circulaire, ledit reservoir etant alors prevu sensiblement 
au centre de ladite plaque, lesdites chambres reactionnelles etant reparties en cercle - 
autour dudit reservoir, et lesdits canaux reliant ledit reservoir aux dites chambres 
etant prevus essentiellement radial ement. Une telle architecture permet d'optimiser 
le remplissage des chambres reactionnelles a partir du reservoir central. 

Egalement preferentiellement, lesdites chambres reactionnelles sont prevues 
relativement a la peripheric de ladite plaque. Ainsi, il est possible d'optimiser le 
nombre de chambres reactionnelles pouvant etre prevues sur la plaque et remplies a 
partir du reservoir central. 

Selon une variante de Finvention, un tel systeme comprend autant de canaux 
que de chambres reactionnelles. Toutefois, dans certains modes de realisation on 
pourra prevoir des troncons de canaux communs a plusieurs chambres 
reactionnelles. 

Lorsque, comme decrit ci-dessus, la plaque du systeme selon Finvention est 
circulaire, lesdites zones distinctes de chauffage de ladite platine de chauffage sont 
reparties selon trois portions de disque. Chaque portion peut etre chauffee a une 
temperature distincte pour porter successivement a trois temperatures distinctes le 



contenu desdites chambres reactionnelles, grace auxdits moyens de deplacement 
relatifs entre la plaque et la platine chauffante. 

Au sujet de ces moyens de deplacement on notera que, selon un mode 
preferentiel de realisation de l'invention, ladite platine fixe et ladite plaque est mue 
grace auxdits moyens de deplacement. 

Toutefois, dans d'autres modes de realisation, on pourra egalement prevoir 
une plaque fixe et une platine de chauffage mise en mouvement grace auxdits 
moyens de deplacement. 

Dans le mode de realisation particulierement prefere de l'invention, selon 
lequel ladite plaque est circulaire, ces moyens de deplacement autorisent la mise en 
rotation de ladite plaque et/ou de ladite platine. 

Les moyens d'amenee du fluide present dans ledit reservoir vers lesdites 
chambres reactionnelles pourront etre realises sous differentes formes. Selon une 
variante preferentielle de l'invention, il est preferable de distribuer sous pression le 
fluide contenu dans ce reservoir dans lesdites chambres reactionnelles de fa§on a 
permettre un remplissage uniforme de ces chambres. Preferentiellement, ces 
moyens d'amenee incluent done un dispositif a piston dont la vitesse de 
penetration dans le reservoir sera calculee pour favoriser le bon remplissage des 
chambres reactionnelles. 

Le reservoir destine a recevoir I'echantillon d'acides nucleiques et les reactifs 
necessaires a l'ACP pourra presenter une capacite variable selon les modes de 
realisation. Preferentiellement, il presentera une capacite comprise entre environ 0,1 
ml et environ 1 ml. 

Egalement preferentiellement, la plaque comprend entre environ 20 et environ 
500 chambres reactionnelles. 

Le volume de ces chambres pourra egalement varier selon les modes de 
realisation. Avantageusement, ces chambres presentent un volume compris entre 
environ 1 et 10/d. 

Le diametre des canaux sera quant a lui choisi suffisamment faible pour ne 
pas autoriser une distribution par gravite du fluide present dans le reservoir dans 



les chambres reactionnelles, ceci de fa?on a eviter un remplissage non 
reproductible de ces chambres. Ce diametre sera ainsi preferentiellement inferieur 
ou egal a environ 0,2 mm. Au sujet de ce diametre, on hotera que la section des 
canaux sera preferentiellement circulaire mais qu'elle pourra etre egalement de 
toute autre forme et notamment polygonal, le "diametre" des canaux visant alors 
leur plus grande largeur en section. 

La profondeur des chambres reactionnelles ( par rapport aux canaux) pourra 
aussi varier en fonction des modes de realisation de T invention. Selon une variante 
preferentielle, ces chambres presentent un profondeur comprise entre environ 0,5 
mm et 1,5 mm. 

Comme indique ci-dessus, Tun des avantages de la presente invention est 
d'autoriser une miniaturisation du systeme qu'elle propose. Ainsi, 
avantageusement, ladite plaque presente un diametre compris entre environ 1 et 10 
cm. 

On notera par ailleurs que l'epaisseur de ladite plaque dependra de plusieurs 
facteurs et notamment du materiau la constituant. En pratique, cette plaque sera 
preferentiellement constitute en matiere plastique et presentera une epaisseur 
comprise entre 0,5 et 5 mm. 

On pourra prevoir un element conducteur entre la plaque et la platine 
chauffante. Toutefois, selon une variante preferentielle de 1' invention, ladite plaque 
est en contact direct avec ladite platine chauffante. Dans ce cas, ladite platine est 
avantageusement pourvue d'un revetement favorisant le deplacement entre ladite 
plaque et ladite platine. Un tel revetement pourra par exemple etre constitue en 
Teflon (marque deposee). 

Afin de faciliter les echanges thermiques entre le contenu desdites chambres 
reactionnelles et la platine, l'epaisseur du "plancher" de celles-ci devra etre 
preferentiellement aussi faible que possible. Cette epaisseur dependra du materiau 
utilise pour realiser la plaque. Preferentiellement, elle sera d'environ 0,2mm. 

Les chambres, qui sont fermees, par exemple par une paroi superieure en 
plastique transparent, sont pourvues d'events, permettant a Lair qu'elles 



contiennent de s'echapper lors de leur remplissage par le fluide provenant du 
reservoir. 

Selon une variante preferentielle de f invention, lesdites chambres 
reactionnelles contiennent chacune deux amorces specifiques d'une sequence cible 
a amplifier et, facultativement, au moins un sonde marquee specifique de ladite 
sequence. 

Comme indique ci-dessus, la platine de chauffage du systeme presente trois 
zones pouvant etre portees a trois temperatures distinctes. Preferentiellement, cette 
platine est constitute de trois blocs thermiques independants ("thermoblocs") 
distincts relies a des moyens de programmation de leur temperature. Un de ces 
thermoblocs est chauffe a la temperature de denaturation, le deuxieme a la 
temperature d' hybridation, le troisieme a la temperature d'elongation, L'utilisation 
de tels thermoblocs de temperature constante simplifie la realisation de la platine 
chauffante. 

Les moyens de deplacement relatif de la plaque par rapport a la platine 
pourront etre realises sous de multiples formes. Selon une mode de realisation 
ladite plaque presente au moins une oreille et lesdits moyens de deplacement 
incluent au moins un axe cooperant avec ladite oreille pour inculquer a ladite 
plaque un mouvement rotatif. 

Avantageusernent, le systeme selon 1' invention comprend egalement des 
moyens optiques d'excitation/mesure de la fluorescence prevue au-dessus de ladite 
plaque. Selon une variante preferentielle de finvention, ces moyens constitueront 
un systeme unique et fixe. C'est un avantage d'une variante preferentielle de 
finvention selon laquelle la plaque est circulaire et mue selon un deplacement 
rotatif que de pouvoir amener successivement chaque chambre reactionnelle sous 
ledit systeme optique, reduisant sa complexity 

L'invention concerne egalement tout procede d ? amplification en chaine par 
polymerase grace a un systeme tel que decrit ci-dessus caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes consistants a : 



remplir au moins parti el lement le reservoir avec un fluide contenant 
un echantillon cTacides nucleiques a analyser ainsi que tout le necessaire a 
une reaction d' amplification, a 1 'exception des amorces, et facultativement 
un intercalant fluorescent des acides nucleiques ; 

repartir ledit fluide dans lesdites chambres reactionnelles 
prevues dans ladite plaque dans lesquelles sont pre-reparties des 
amorces et, facultativement, une ou plusieurs sondes marquees 
specifiques de la sequence nucleique cible ; 

mettre en oeuvre lesdits moyens de deplacement relatifs entre 
la plaque etlaplatine chauffante pour amener successivement, et autant 
de fois que desire, le contenu de chaque chambre aux trois temperatures 
definies par les trois zones de ladite platine de chauffage. 
Le mode de deplacement relatif entre la platine et la plaque pourra varier selon 
les modes de realisation. II pourra s'agir d'un deplacement a vitesse continu ou 
par a-coups. La vitesse de deplacement pourra etre constante ou varier dans le 
temps. 

L'invention, ainsi que les differents avantages qu'elle presente, seront mieux 
compris grace a la description qui va suivre d'un mode non limitatif de realisation 
de celle-ci donne en reference aux dessins dans lesquels : 

la figure 1 represente une vue laterale d'un systeme selon la presente 
invention ; 

la figure 2 represente une vue superieure de la platine chauffante ; 
la figure 3 represente une vue en perspective de la plaque pourvue 
des chambres reactionnelles et d'une partie des moyens de deplacement ; 

la figure 4 represente une vue en coupe de cette plaque selon la ligne 

AA. 

Le systeme de detection et de quantification de sequences nucleiques cibles 
represents a la figure 1 comprend une plaque 1 circulaire en matiere plastique de 
2mm d'epaisseur presentant un diametre de 5 cm. Cette plaque 1 est pourvue d'un 
reservoir central 2 et sera decrite plus en details en reference ci-apres aux figures 3 
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et 4. La capacite du reservoir est, dans le cadre du present mode de realisation de 
400/d. Son plancher est plat mais on notera que dans d'autres modes de realisation 
il pourra etre bombe pour faciliter le passage du fluide vers les chambres sans 
formation de bulles d'air, notamment en fin d'adressage lorsque le reservoir est 
quasiment vide. 

Le systeme comprend par ailleurs une platine chauffante 3 en contact 
direct avec la face inferieure de la plaque 1 et des moyens de deplacement 4 de la 
plaque 1 par rapport a la platine chauffante 3. Ces moyens de deplacement incluent 
un micromoteur 7 relies a deux axes 5 qui cooperent avec deux oreilles 6 de la 
plaque 1 pour inculquer a celle-ci un mouvement rotatif sur la plaque chauffante 3, 
celle-ci restant quant a elle fixe. 

Le systeme decrit comprend egalement un piston 8 destine a cooperer avec 
ledit reservoir 2 ainsi qu'un dispositif optique 9 de d'excitation/mesure de 
fluorescence (source emettrice permettant une excitation a une longueur d'onde 
donnee et programmable et recepteur de la fluorescence emise) fixe et place au 
dessus de la plaque 1 et de la platine chauffante 3 . 

Comme on peut le voir sur la figure 2, la platine chauffante 3 est constitute de 
trois blocs metalliques 3a,3b et 3c (ci-apres denommes thermoblocs) en forme de 
portions de disques. On notera que dans ce mode de realisation, ces thermoblocs 
presentent sensiblement la meme taille mais que, dans d'autres modes de 
realisation, ils pourront presenter une taille differente, la taille etant entendue 
comme la surface angulaire occupee en vue de dessus. Chaque thermobloc 3a3b et 
3c est con<ju pour pourvoir etre amene a une temperature constante et 
programmable, correspondant a Tune des phases (denaturation, hybridation ou 
elongation) des cycles d' amplification (ACP), soit generalement respectivement 
94°C pour la denaturation, 72°C pour felongation, et entre 30 et 65°C pour 
Thybridation selon le Tm (temperature d'hybridation) des amorces utilisees. Les 
temperatures des thermoblocs pourront etre controlees par tous moyens connus de 
1'homme de Tart. 
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En reference a la figure 3, la plaque 1 est pourvue d'un reservoir central 2 
de capacite 400// 1 relie a 36 chambres reactionnelles 10 par autant de canaux 11, 
reparties uniformement sur toute la peripheric de la plaque (sur la figure 3, on n'a 
pas represente f ensemble des canaux et des chambres mais seulement certains 
d'entre eux). Ces chambres reactionnelles 10 sont par ailleurs pourvus d'events 12 
abouchant sur le bord de la plaque 1 Dans le present mode de realisation, les 
canaux presente un diametre de 0,2 mm et le volume des chambres reactionnelles 
est de 2,5 microlitres. Dans d'autres modes de realisation, ce diametre et ce volume 
pourront bien sur etre differents. 

Comme deja precise, cette plaque 1 est egalement pourvue de deux oreilles 
6 percees chacune d'un orifice pour laisser passer un axe 5 relie au micromoteur 
7. 

Selon la figure 4, les chambres reactionnelles presentent une profondeur de I 
mm. Leur plancher presente une epaisseur de 0,2mm environ. Cette epaisseur est 
suffisamment faible pour faciliter de bons echanges thermiques entre les chambres 
10 et les thermoblocs 3a,3b et 3c. Les chambres reactionnelles 10 sont fermees 
dans leur partie superieure par une paroi 13 transparente, formant egalement la 
paroi du reservoir 2. 

L' utilisation du systeme represente est le suivant. 

Le reservoir central 2 est destine a recevoir Techantillon d'acides nucleiques a 
analyser ainsi que tout le necessaire a une reaction d' amplification et 
facultativement un intercalant fluorescent des acides nucleiques (f ensemble sera 
denomme ulterieurement fluide), a 1' exception des amorces prereparties dans 
chaque chambre reactionnelle peripherique 10. 

Dans le cadre du present mode de realisation, l'utilisateur placera dans le 
reservoir central 90 ^il (c'est-a-dire 36 fois 2,5 |al) de fluide dont 75 ng d'acides 
nucleiques. Les concentrations en reactifs dudit fluide sont les suivantes : 

dNTP : 200 mM 

Tampon Taq : 1 x 

MgCl 2 : 1,5 mM 



Taq : 4U 

SybrGreen (marque deposee) : 1 x 
H 2 0 : qsp 

Chaque chambre 10, sauf quelques unes a des fins de temoins negatifs, 
contient deux amorces specifiques d'une sequence cible a amplifier, et 
facultativement une ou plusieurs sondes marquees, permettant une mesure 
specifique ulterieure de fluorescence. Dans le present mode de realisation, ont ete 
repartis 10 ng de chaque amorce dans chaque chambre sauf dans celles servant de 
temoin negatif. 

Apres avoir rempli partiellement le reservoir 2 avec le fluide dont le volume 
est egal a la somme des volumes des chambres (le volume d'une chambre est 
defini comme etant le produit de sa surface de 'plancher' par sa profondeur) le 
piston 8 est actionne pour distribuer ce fluide dans la pluralite de chambres 
reactionnelles 10. Ce piston permet d'augmenter la pression au sein du reservoir 2 
et permet le passage du fluide dans les canaux vers les chambres. La vitesse de 
deplacement du piston dans le reservoir est d'environ 1mm par seconde et ledit 
deplacement est stoppe a un niveau qui depend du volume de fluide a adresser dans 
les chambres. 

Le faible diametre des canaux 1 1 permet d' empecher la diffusion du fluide 
depuis le reservoir 2 vers les canaux 1 1 et les chambres 10 sous I'effet de la gravite 
(a cette echelle, les processus habituellement negligeables comme les forces de 
capillarite deviennent pregnants, et dans le cas present suffisent a maintenir le 
fluide dans le reservoir). Grace aux events 12, Fair present dans les chambres 10 
est evacue ce qui assure le remplissage de celles-ci. 

Les thermoblocs 3a,3b,3c sont portes aux trois temperatures correspondant 
aux trois temperatures des phases de l'ACP (ou a des temperatures legerement 
superieure compte tenu des eventuelles deperditions thermiques entre la platine 
chauffante 3 et la plaque 1) et les moyens de deplacement 4 sont mis en oeuvre de 
fa§on a animer d'un mouvement giratoire la plaque 1 pour faire passer 



successivement et autant de fois que desire chaque chambre reactionnelle au dessus 
des trois thermoblocs. 

Plus precisement le bloc 3a est porte a la temperature correspondant a la 
phase de denaturation (94°C), le thermobloc 3b est porte a la temperature 
correspondant a la phase d'hybridation (36°C) et le thermobloc 3c est porte a la 
temperature correspondant a la phase d'elongation (72°C), 

Dans le present mode de realisation, le micromoteur 7 des moyens de 
deplacement 4 est con§u pour inculquer une rotation de 10 degres toutes les 2,5 
secondes a la plaque 1 (soit un cycle d'ACP en 1,5 mn). Toutefois dans d'autres 
modes de realisation, ce mouvement pourra presenter une vitesse differente et etre 
continu au lieu d'etre saccade. 

On notera que le dispositif optique 9 est prevu au dessus du bloc 
correspondant 3c porte a une temperature correspondant a la temperature" 
d'elongation, et plus particulierement a un emplacement qui correspond a la fin de 
la phase d'elongation. 

Le systeme presente permet de remplir rapidement et de fa§on reproductive 
une grande quantite de chambres reactionnelles et d' effectuer sur le contenu de 
celles-ci une ACP et des mesures de fluorescence a chaque cycle de FACP. 

Le mode de realisation ici decrit n'a pas pour objet de reduire la portee de 
1' invention. II pourra done y etre apporte de nombreuses modifications sans sortir 
du cadre de celle-ci 
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REVINDICATIONS 

1. Systeme d'amplification en chaine par polymerase de sequences nucleiques cibles 
caracterise en ce qu'il comprend : 
5 - au moins une plaque (1) presentant une pluralite de chambres 

reactionnelles (10) ; et, 

au moins une platine de chauffage (3) presentant trois zones distinctes 
pouvant etre portees a trois temperatures differentes, correspondant aux trois phases des 
cycles d'amplification en chaine par polymerase (ACP). 
10 2. Systeme selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend : 

au moins une plaque (1) presentant au moins un reservoir (2) destine a recevoir un 
fluide compose de notamment l'echantillon d'ADN a analyser et des reactifs necessaires a 
une reaction d'amplification en chaine a Texception des amorces, une pluralite de chambres 
reactionnelles (10) dans lesquelles sont pre-reparties des amorces specifiques de sequences 
15 cibles a amplifier, et des canaux (11) reliant ledit reservoir auxdites chambres reactionnelles ; 

au moins une platine de chauffage (3) presentant trois zones distinctes pouvant etre 
portees a trois temperatures differentes, correspondant aux trois phases des cycles d'ACP ; 
des moyens de deplacement (4) relatifs entre ladite plaque et ladite platine. 

3. Systeme selon la revendication 2 caracterise en ce que ladite plaque (1) presente une 
20 forme circulaire, ledit reservoir (2) etant prevu sensiblement au centre de ladite plaque, 

lesdites chambres reactionnelles (10) etant reparties en cercle autour dudit reservoir (2), et 
lesdits canaux (11) reliant ledit reservoir auxdites chambres etant prevus essentiellement 
radialement. 

4. Systeme selon la revendication 3 caracterise en ce que lesdites chambres reactionnelles 
25 (10) sont prevues a la peripherie de ladite plaque. 

5. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 4 caracterise en ce qu'il 
comprend autant de canaux (11) que de chambres reactionnelles ( 12). 

6. Systeme selon Tune quelconque des revendications 3 a 5 caracterise en ce que 
lesdites zones distinctes de chauffage de ladite platine de chauffage (3) sont reparties selon 

30 trois portions de disque. 
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7. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 6 caracterise en ce que ladite 
platine de chauffage (3) est fixe et en ce que ladite plaque (1) est mue grace auxdits moyens 
de deplacement. 

8. Systeme selon 1'une quelconque des revendications 2 a 7 caracterise en ce que ladite 
plaque est fixe et en ce que ladite platine de chauffage est mue grace auxdits moyens de 
deplacement. 

9. Systeme selon Tune des revendications 2 a 8 caracterise en ce que lesdits moyens de 
deplacement (4) autorisent la mise en rotation de ladite plaque (1) et/ou de ladite platine de 
chauffage (3). 

10. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 9 caracterise en ce qu'il 
comprend de plus des moyens permettant d'amener sous pression le fluide present dans ledit 
reservoir dans lesdites chambres reactionnelles. 

11. Systeme selon la revendication 10 caracterise en ce que lesdits moyens d'amenee 
incluent un dispositif a piston (7). 

12. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 1 1 caracterise en ce que ledit 
reservoir (2) presente une capacite comprise entre environ 0,1 ml et environ 1 ml. 

13. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 12 caracterise en ce qu'il 
comprend entre environ 20 et environ 500 chambres reactionnelles (10). 

14. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 13 caracterisee en ce que 
lesdites chambres reactionnelles (10) presentent un volume compris entre environ 1 /d et 
10/d. 

15. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 14 caracterise en ce que 
lesdits canaux (11) presentent un diametre inferieur ou egal a environ 0,2 mm. 

16. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 15 caracterisee en ce que 
lesdites chambres reactionnelles (10) presentent une profondeur comprise entre environ 0,5 
mm et 1 ,5 mm. 

17. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 16 caracterise en ce que ladite 
plaque (1) presente un diametre compris entre environ 1 et 10 cm. 

18. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 17 caracterise en ce que ladite 
plaque (1) presente une epaisseur comprise entre 0,5 et 5 mm. 
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19. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 18 caracterise en ce que ladite 
plaque (1) est en matiere plastique. 

20. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 19 caracterise en ce que 
ladite plaque (1) est en contact direct avec ladite platine chauffante (3). 

5 21. Systeme selon la revendication 2 a 20 caracterise en ce que ladite platine est pourvue 
d'un revetement favorisant le deplacement entre ladite plaque et ladite platine. 

22. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 21 caracterisee en ce que le 
plancher desdites chambres reactionnelles (10) presente une epaisseur d'environ 0,2mm. 

23. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 22 caracterise en ce que 
10 ledites chambres reactionnelles (10) sont pourvues d'events (12). 

24. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 23 caracterise en ce que 
lesdits chambres reactionnelles (10) sontfermees par une paroi superieure transparente(13). 

25. Systeme selon Tune quelconque des revendications 1 a 24 caracterise en ce que ladite 
platine chauffante (3) inclut trois thermoblocs distincts (3a,3b3c) relies a des moyens de 

1 5 programmation de leur temperature. 

26. Systeme selon l'une quelconque des revendications 1 a 25 caracterise en ce que ladite 
plaque (1) presente au moins une oreille (6) et en ce que lesdits moyens de deplacement (4) 
incluent au moins un axe(5) cooperant avec ladite oreille (6) pour inculquer a ladite plaque 
(1) un mouvement rotatif. 

20 27. Systeme selon Tune quelconque des revendications 2 a 26 caracterise en ce que 
lesdites chambres reactionnelles (10) contiennent chacune deux amorces specifiques d'une la 
sequence cible a amplifier et, facultativement, au moins un sonde marquee specifique de ladite 
sequence. 

28. Systeme selon l'une quelconque des revendications 1 a 27 caracterise en ce qu'il 
25 comprend de plus des moyens optique (9) d'excitation/mesure de la fluorescence prevue au- 

dessu de ladite plaque. 

29. Procede d'amplification en chalne par polymerase grace a un systeme selon l'une 
quelconque des revendications 2 a 28 caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistants 
a : 
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- remplir au moins partiellement le reservoir avec un fluide contenant un echantillon d'acides 
nucleiques a analyser ainsi que tout le necessaire a une reaction d'amplification, a F exception 
des amorces, et facultativement un intercalant fluorescent des acides nucleiques; 

- repartir ledit fluide dans lesdites chambres reactionnelles prevues dans ladite plaque dans 
5 lesquelles sont prereparties des amorces et facultativement une ou plusieurs sondes marquees 

specifiques de la sequence nucleique cible; 

- mettre en oeuvre lesdits moyens de deplacement relatifs entre la plaque et la platine 
chauffante pour amener successivement et autant de fois que desire le contenu de chaque 
chambre aux trois temperatures definies par les trois zones de ladite platine de chauffage. 

10 30. Platine de chauffage (3) pour systeme ^amplification en chaine par polymerase de 
sequences nucleiques cibles caracterise en ce qu'elle presente trois zones distinctes pouvant 
etre portees a trois temperatures differentes, correspondant aux trois phases des cycles 
d'amplification en chaine par polymerase (ACP). 

31. Platine de chauffage (3) selon la revendication 30 caracterise en ce qu'elle presente 
15 trois thermoblocs distincts (3a3b,3c) relies a des moyens de programmation de leur 
temperature. 




Fig. 2 
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Messieurs, 

J'ai I'honneur de vous adresser, en annexe, le rapport de recherche preliminaire etabli conformement a 
1'article R. 61 2-57 du code de la propriete intellectuelle, citant les documents qui peuvent etre pris en consi- 
deration pour apprecier la nouveaute et I'activite inventive de I'invention, objet de votre demande. 

Selon Tarticle R.612-59 du code precite, vous disposez d'un delai de 3 mois a compter de la date de 
reception de ce rapport de recherche preliminaire pour y repondre par ecrit. Avant I'expiration de ce delai, 
celui-ci peut etre renouvele une fois sur votre requete. 

Suivant la categorie des documents cites, vous pouvez etre tenu a une obligation de reponse (par exemple, 
si le rapport de recherche preliminaire mentionne des documents de categorie X ou Y). Dans ce cas, un 
papillon rouge est appose sur cette lettre et le defaut de reponse entrainera le rejet de la demande. Dans 
le cas contraire, ce papillon est jaune. 

Dans tous les cas, il est de votre interet en elaborant votre reponse, de tenir compte de tous les 
documents cites. 

Selon les articles R. 61 2-58 et R. 61 2-60 du code precite, votre reponse peut consister : 

- soit en de nouvelles revendications (en 3 exemplaires). Dans ce cas, vous devez signaler les 
changements apportes aux revendications initiales. Vous pouvez y joindre des observations qui mettent en 
evidence les caracteristiques techniques de ces nouvelles revendications qui echappent a Topposabilite 
des anteriorites citees. 

- soit seulement en des observations qui ont alors pour objet de discuter I'opposabilite des anteriorites 
citees. 

Veuillez agreer ('expression de ma consideration distinguee. 



Pour le Directeur general de I'lnstitut national 
de la propriete industrielle 



Le Chef du departement des brevets 




Marline PLANCHE 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INOUSTRIELLE 



SIEGE 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 PARIS cede* 08 
Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 
Telecopy : 33 (1) 42 93 b9 30 
www.inpi.fr 



D8 559/090501 



CTABLISSE MEN T PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI N' 51 444 OU 19 AVRIL 1951 



R E P U 



L I 0 U E 



FRANCA 




INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 





Mar 2 



BREVET D M NVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 



33 

rn 

O 
rn 

< 
m 

o 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'urie demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut. " ; 



Fait a Paris, le 



1 8 OCT. 2001 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du G)epartement des ; brevets 




Marline PLANCHE 




\ 




